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Resumo

As plantas tém sido estudadas para uso no combate aos causadores de
diversas doencas, pois ao longo de milhdes de anos foram desenvolvendo suas
proprias defesas quimicas, por serem submetidas a diversos fatores de estresse em
seu ambiente. Elas expressam uma variedade de proteinas toxicas, que conferem
resisténcia contra herbivoros e patdgenos, e que vao atuar em alvos moleculares
especificos desses predadores. Embora ja existam medicamentos para o combate do
Trypanosoma cruzi e Toxoplasma gondii, quando invadem o hospedeiro e causam
doencas, nos deparamos com fator da resisténcia desses parasitos a essas classes
de farmacos, até agora descobertas e usadas para combaté-los. Isso implica na
necessidade de identificar novos compostos com acao antiparasitaria. Este projeto foi
estruturado na extracao de peptideos de sementes de Ricinus communis L., visando
seu potencial antimicrobiano. O perfil do extrato organico foi analisado por
cromatografia de fase reversa (coluna C18) em sistema HPLC. Para os ensaios de
efeito da FBMM, foram utilizadas células LLCMKZ2, parasitadas e ndo parasitadas por
T. gondii. As ac¢des dos componentes dessa fracdo foram investigadas diretamente
sobre o parasito T. cruzi em meio extracelular. A identificacdo dos compostos com
atividade tripanocida foi feita por eletroforese e o sequenciamento de proteinas por
espectrometria de massa. O peptideo isolado da FBMM apresentou inibicdo do
crescimento de parasitos em até 50% nas concentragfes de 10 e 15 ug/mL, fora e
dentro das células respectivamente. Estudos empregando o peptideo obtido por
sintese em fase solida, confirmam os resultados da eficiéncia do peptideo purificado
e ambos tiveram o resultado de eficiéncia sobre o parasito muito semelhantes. O
peptideo isolado apresentou massa molecular de Dalton <3,5 por SDS-tricina PAGE,
N-terminal bloqueado e quando nativo, resisténcia as enzimas tripsina, endo-Glu e
endo-Asp. ApoOs desnaturacdo, reducdo e alquilacdo, o peptideo pdde ser clivado
pelas enzimas citadas e os peptideos isolados foram parcialmente caracterizados por
espectrometria de massa. Pela composicdo destes dados sequenciais, um peptideo
ciclico com sequéncia ARCCLVMPVPPFACVKFCSSA foi caracterizado e o
denominamos de RC-B4. Este peptideo apresentou 90% de homologia com o
peptideo RC-B1, um peptideo previamente identificado por espectros de MALDI e LC-
MS durante a analise protedmica de extratos de diferentes cultivares de R. communis.
Nossos dados permitem prospectar o uso deste peptideo para o combate dos
parasitos T. cruzi e T. gondi.

Palavras Chaves: Propriedades téxicas de plantas, peptideos antimicrobianos e
parasitos.



Abstract

Plants have been studied for use in combating the causes of various diseases,
as over millions of years they have developed their own chemical defenses, as they
are subjected to various stress factors in their environment. They express a variety of
toxic proteins, which confer resistance against herbivores and pathogens, and which
will act on specific molecular targets of these predators. Although there are already
drugs to combat Trypanosoma cruzi and Toxoplasma gondii, when they invade the
host and cause disease, we are faced with a factor of resistance of these parasites to
these classes of drugs, until now discovered and used to combat them. This implies
the need to identify new compounds with antiparasitic action. This project was
structured in the extraction of peptides from Ricinus communis L. seeds, aiming at their
antimicrobial potential. The organic extract profile was analyzed by reversed-phase
chromatography (C18 column) in an HPLC system. For the FBMM effect assays,
LLCMK?2 cells, parasitized and not parasitized by T. gondii, were used. The actions of
the components of this fraction were investigated directly on the T. cruzi parasite in an
extracellular medium. The identification of compounds with trypanocidal activity was
performed by electrophoresis and protein sequencing by mass spectrometry. The
peptide isolated from FBMM showed inhibition of parasite growth by up to 50% at
concentrations of 10 and 15 ug/mL, outside and inside the cells, respectively. Studies
using the peptide obtained by solid phase synthesis, confirm the results of the
efficiency of the purified peptide and both had very similar efficiency results on the
parasite. The isolated peptide showed Dalton molecular mass <3.5 by SDS-tricine
PAGE, N-terminal blocked and when native, resistance to trypsin, endo-Glu and endo-
Asp enzymes. After denaturation, reduction and alkylation, the peptide could be
cleaved by the aforementioned enzymes and the isolated peptides were partially
characterized by mass spectrometry. By the composition of these sequential data, a
cyclic peptide with sequence ARCCLVMPVPPFACVKFCSSA was characterized and
we named it RC-B4. This peptide showed 90% homology with the RC-B1 peptide, a
peptide previously identified by MALDI and LC-MS spectra during proteomic analysis
of extracts from different cultivars of R. communis. Our data allow us to prospect the
use of this peptide to combat the parasites T. cruzi and T. gondi.

Key Words: Toxic properties of plants, antimicrobial peptides and parasites.
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1. Introducéao

Doencgas causadas por parasitos representam um dos maiores problemas de
saude publica do Brasil. Embora, nos dias atuais, haja o desenvolvimento da area
farmacoldgica, nas medidas de saneamento basico e educacdo sanitaria, as
parasitoses sdo umas das mais frequentes doencas que acometem a populacdo em
todo o territério nacional (Brum, J. W. A. et al., 2013; Amorim e Costa, 2021).

Existe uma escassez de dados precisos sobre a prevaléncia e a incidéncia das
doencas parasitarias, o que dificulta a execucao e o acompanhamento dos programas
de saude destinados a combater essas infec¢bes (Brooker S. et al., 2006; Frei F. et
al., 2008; Rosenthal et al., 2020).

1.1. Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi € o agente etioldgico da doenca de Chagas,
considerada uma doenca negligenciada pela Organizacao Mundial de Saude (WHO,
2020). Estima-se que 10 milhdes de pessoas estdo infectadas em todo o mundo e
mais de 28 milhdes estdo em risco da doenga (WHO, 2016).

O T. cruzi é transmitido vetorialmente ao hospedeiro vertebrado, através das
fezes de triatomineos (barbeiro) (figura 1), onde as formas infectantes séo inoculadas
apos a picada do inseto (Coura, 2010). Também, pode ser transmitido por via oral, e
0s principais alimentos e bebidas associadas a essa infec¢éo séo caldo de cana-de-
acucar, acai, suco de acai, carne, 4gua contaminada, suco de palma e suco de goiaba
(Santana et al., 2019; Ferreira et al., 2018; Valente et al., 2009; Nébrega et al., 2009;
Barros et al., 2009).
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Figura 1 — Barbeiro: inseto vetor da doenca de Chagas (Disponivel em:
http://www.insecta.ufv.br/Entomologia/ent/disciplina/ban%20160/Importancia%20me
dica/INSETOS%20E%20%E7CAROS%20DE%20IMPO~de.htm acesso em:
27/07/2016).

No hospedeiro vertebrado, o T. cruzi circula pelo sangue como tripomastigota
e invade diferentes células, dentro das quais pode se reproduzir na forma de
amastigota, principalmente nos tecidos cardiaco e digestivo (Chagas, 1916a-b;
Chagas & Villela, 1922). Na figura 2 podem ser observadas as formas desse agente

etiologico.

001mm

—

epimastigota amastigota  tripomastigota

Figura 2- Formas do Trypanosoma cruzi encontradas no barbeiro
(epimastigota) e nos hospedeiros vertebrados (amastigota e tripomastigota)
(Disponivel em: http://slideplayer.com.br/slide/363448/ acesso em 27/07/2016).

O ciclo biolégico do T. cruzi (figura 3) acontece através da ida do homem para
0 ambiente silvestre, principalmente sob condicfes precarias que favorecem a
domiciliacdo dos triatomineos. Durante este ciclo, os reservatérios sdo o0 homem e
pequenos mamiferos domésticos (gatos, caes, ratos e coelhos) que constituem um
elo para manutencdo da transmisséo vetorial (Gurtler et al., 2007). A infeccdo de
hospedeiros mamiferos pode ocorrer durante o repasto sanguineo, quando um
triatomineo ingurgitado com T. cruzi elimina formas tripomastigotas metaciclicas
juntamente com fezes e urina. O parasito ndo é capaz de penetrar na pele integra,
assim, formas tripomastigotas metaciclicas penetram através do ferimento causado
pela picada do inseto vetor e/ou por pequenas fissuras presentes na pele do
hospedeiro vertebrado. De 7 a 10 dias ap0s o periodo de incubacéo o sitio de entrada
do parasito no homem é marcado por uma lesdo de pele denominada de chagoma de

inoculacdo, geralmente na face do individuo (Romafia 1935). No hospedeiro
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vertebrado, as formas tripomastigotas metaciclicas sdo capazes de invadir e
desenvolver seu ciclo intracelular em diferentes tipos celulares (Brener, 1973). No
interior de células de mamiferos, as formas tripomastigotas se diferenciam em
amastigotas que se rediferenciam em tripomastigotas sendo liberadas apds intensa
multiplicacéo por ruptura da célula hospedeira. Assim, os parasitos liberados podem
alcancar a corrente sanguinea e infectar outros tipos celulares ou serem ingeridos
pelo inseto vetor. Uma vez no interior das células, os tripomastigotas sdo observados
em vacuolos parasitéforos que se fundem com endosomas tardios e lisosomas
(Meirelles et al., 1986; Woolsey & Burleigh, 2004). Os tripomastigotas escapam do
vacuolo parasitoforo apos acidificacdo e formacao de poros (Andrews et al., 1990).
Quando livres no citoplasma, se diferenciam em formas amastigotas que iniciam o
processo de divisdo celular por fissdo binaria. Depois de sucessivas divisdes, as
formas amastigotas se diferenciam em tripomastigotas que serdo liberadas no
intersticio, apds a ruptura da célula hospedeira (Brener, 1973; Chagas, 1909; 1911a,
b; 1922).

As etapas do ciclo biolégico no trato digestivo dos triatomineos infectados
comecam com a ingestao de formas tripomastigotas sanguineas. Neste momento, 0s
tripomastigotas alcancam o estomago do inseto onde se diferenciam em formas
epimastigotas, forma multiplicativa no hospedeiro invertebrado (Garcia et al., 2010).
Ao alcancar a parte posterior do intestino médio do triatomineo, os epimastigotas
sofrem sucessivas multiplicacbes e podem aderir a membrana perimicrovilar das
células epiteliais (Gonzalez et al.,, 1999; Garcia et al., 2010). Logo apés, os
epimastigotas aderem a cuticula do reto, por interacdes hidrofébicas e se diferenciam
em tripomastigotas metaciclicos que sdo eliminados nas fezes e urina durante o
repasto sanguineo do inseto vetor (Garcia & Azambuja, 1991; Kollien & Schaub, 2000;

Garcia et al., 2010), dando prosseguimento ao ciclo biologico.

14



Hospedeiro Invertebrado O
‘“’

Epimastigotas
Ny, ,.J

Tripomastigotas

sangumeo/ @ e Pabice Asambu \ ’

Tripomastigotas
metacichicos

Reservatorio /
silvestre
e 3

Tripomastigotas
metaciclicos

E\)

Chagoma

D s2ian

E‘
-

Trnipomastigotas
sanguineos

Hospedeiro Vertebrado

Figura 3 — Esquema do ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi. (A)
http://www.fundep.ufmg.br/homepage/fotos_cases/barbeiro_interna.jpg  (acessado
em nov/2008). (B) http://www.cib.uaem.mx/agebiol/pr03_archivos/image016.jpg
(acessado em nov/2008). (C) Dra. Mirian Pereira / Dra. Helene Barbosa / Dra. Técia
de Carvalho. (D)
http://www.ioc.fiocruz.br/pages/informerede/corpo/noticia/2006/fevereiro/img/chagas

_2.jpg (acessado em out/2008). (E) www.fiocruz.br/ccs/media/chagas.jpg (acessado
em nov/2008). (F-H) http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?sid=1
(acessado em nov/2008). (*) Dra. Patricia Azambuja. Adaptado por: Dr. Francisco
Odencio Rodrigues de Oliveira Junior (2012).

Nifurtimox e benznidazol séo os farmacos usados no tratamento da doenca,
utilizados principalmente no tratamento de pacientes agudos e crbnicos recentes,
possuindo baixa eficacia na fase cronica da infeccdo (Jackson et al., 2010; APT,
2010). Estes possuem efeitos colaterais importantes como reacdes na pele; nausea,

formigamento ou sintomas de inflamac¢des nos nervos; dor de cabeca; vertigem;
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fadiga; alteracdes no sangue, sendo algumas vezes necessaria sua suspensao. Além
disso, ndo podem ser usados no primeiro trimestre de gravidez, por mulheres em fase
de lactacdo, pessoas com afeccao neuroldgica, insuficiéncia hepatica e insuficiéncia

renal.

1.2. Toxoplasma gondii

O Toxoplasma gondii € um protozoario coccidio intracelular obrigatério, parasito
de humanos e outros animais, pertencente a familia Sarcocystidae (figura 4). Ele é
causador da doenca infecciosa chamada toxoplasmose, que é uma zoonose
altamente disseminada, com taxas de prevaléncia variaveis entre 30 a 50%, na
populacdo humana, nas diversas partes do mundo (Amendoeira & Camillo-Couro,
2010; Flegr et al., 2014).

OOCISTO IMATURO OOCISTO MADURO TAQUIZOITOS

ESPOROZOITO

NAO ESPORULADO ESPORULADO

Figura 4- Formas do parasito durante a evolucdo (Disponivel em:
http://resumao-e02.blogspot.com.br/2011/08/toxoplasmose.html acesso em
29/06/2016).

O ciclo biolégico do T. gondii € dividido em duas fases, a sexuada e a
assexuada, ocorrendo no hospedeiro definitivo e no hospedeiro intermediério,
respectivamente (figura 5). A forma infectante do parasito durante o ciclo € a
taquizoitos (fase aguda da infec¢do); bradizoitos encontrados em varios tecidos (fase
cronica da doenca); e esporozoitos que sédo a forma de resisténcia. A fase sexuada
comega quando um felideo ingere oocistos esporulados de ambientes infectados ou
cistos teciduais contendo trofozoitos, que se desenvolverdo no epitélio intestinal do
mesmo. Os esporozoitos ou trofozoitos daréo origem a esquizontes e merozoitos,
estes ultimos formam o macro e o microgameta, respectivamente, que se unem e

formam o zigoto e apds formam o oocisto imaturo ou ndo esporulado. Estes rompem
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a célula parasitada e sao eliminados com as fezes do felideo. A eliminacdo dos
oocistos tem inicio de 3 a 20 dias apos a infec¢céo, e permanece em média por 7 a 15
dias, podendo sobreviver até um ano no ambiente. No meio externo, o oocisto
amadurece ou esporula com cerca de 4 dias, formando 2 esporocistos e cada um
contendo 4 esporozoitos (Mitsuka-Bregano et al., 2010). J4 a fase assexuada ocorre
num hospedeiro intermediario (homem, cédo e aves). Este hospedeiro ingerindo ou
entrando em contato com cistos contendo trofozoitos ou oocistos, ficara infectado.
Apés ingestdo, a parede externa dos cistos ou oocistos € rompida por degradagéo
enzimatica e as formas infectantes, trofozoitos ou esporozoitos, sdo liberadas no
[limen intestinal onde rapidamente adentram as células do hospedeiro e se
diferenciam em taquizoitos (formas de multiplicacdo rapida), por divisdo assexuada
até o rompimento da mesma. Os taquizoitos penetram em qualquer célula nucleada,
formando um vacuolo parasitéforo. No interior do vacuolo sofrem rapidas e sucessivas
divisdes, formando novos taquizoitos, que rompem a célula parasitada e invadem
novas células (fase proliferativa). Alguns taquizoitos, no entanto, invadem as células
e desenvolvem uma capsula cistica a partir da parede do vacuolo parasitoforo,
diminuindo seu metabolismo e transformando-se em bradizoitos. Isso acontece por
resposta a imunidade do animal, 0 que caracteriza a fase cronica e permanecem em

laténcia até que a doenca volte a se tornar aguda (Mitsuka-Bregand et al., 2010).
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Figura 5 — Esquema do ciclo biolégico de Toxoplasma gondii. (Disponivel em:
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O homem pode adquirir a infeccdo por trés vias: i) ingestdo de oocistos
provenientes do solo, areia, latas de lixo contaminadas com fezes de gatos infectados
e ingestdo de carne crua e mal cozida infectada com cistos, especialmente carne de
porco e carneiro; ii) transmissao dos taquizoitos, forma encontrada durante a fase
aguda da infeccdo, podendo ocorrer por transfusfes sanguineas, contato com
secrecbes e excrecdes; iii) ou ainda por via transplacentaria em gestantes
primoinfectadas (Vaz, 2006; Walcher, 2017).

A toxoplasmose apresenta um quadro clinico variado, desde infecgéo
assintomatica a manifestacdes sistémicas extremamente graves, manifestando-se de
forma fulminante e com frequéncia letal, levando a encefalite, retinite, miocardite e a
toxoplasmose disseminada (Remington, 1990).

Os gue mais sao acometidos por essa doenca sao:

Pacientes imunodeprimidos - uma imunossupressao significativa pode ser
seguida por manifestacao de sintomas graves. As lesdes sao fatais e vistas com maior
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frequéncia no cérebro e, menos frequentemente, na retina, miocardio, pulmdes,
medula 6ssea e até de maneira disseminada. As condicdes mais comumente
associadas a essa forma sdo em pacientes portadores da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (Aids), transplantados ou com neoplasias (Trovao et al.,
2013, Lee and Lee, 2017).

Fetos - a infeccdo da mée é usualmente assintomatica, ndo sendo geralmente
detectada. Por isso, tem-se sugerido a realizacao de testes soroldgicos na gestacao,
durante 0 acompanhamento pré-natal. Quando diagnosticada, deve ser instituida a
guimioterapia adequada (Dias et al., 2011). As lesfes sofridas dependem de quando
a infeccdo aguda foi manifestada; se no primeiro trimestre de gravidez 25% dos fetos
apresentam-se infectados, no segundo, 54% e no terceiro, 65%. A incidéncia de
toxoplasmose aguda na gravidez pode gerar infecgdes fetais que resultam em morte
intrauterina, e/ou dos que nascem, a maioria desenvolve lesGes oculares,
retardamento cerebral, a ventriculomegalia cerebral, microcefalia, calcificacbes
intracranianas, hepatoesplenomegalia, ascite e placentomegalia (Koppe, et al., 1986;
Caiaffa et al., 1993).

Ja existem medicamentos utilizados no tratamento da toxoplasmose que sao
0s antibioticos (espiramicina, pirimetamina, sulfadiazina), que além de seus efeitos
colaterais podem induzir resisténcia (Thiébaut, et al. 2007; Montoya, et al. 2008). A
sulfonamida acarreta risco de ictericia que pode levar a leséo cerebral e morte devido
ao acumulo de bilirrubina no cérebro do neonato; assim ndo deve ser usada no terceiro
trimestre da gravidez. A sulfadiazina e pirimetamina produzem bloqueio em sequéncia
do metabolismo do acido félico, e em altas doses, pirimetamina causa deplecdo do
acido foélico e supressdo medular que pode se manifestar como anemia
megaloblastica, leucopenia, trombocitopenia e pancitopenia (Carvalho & Farhat,
1999).

1.3. Resisténcia e estudos alternativos com plantas

Embora ja existam medicamentos para o combate T. gondii e T. cruzi quando
invadem o hospedeiro e causam a doenca, deparamo-nos com fator da resisténcia

desses parasitos a essas classes de farmacos, até agora descobertas e usadas para
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combaté-los (Filardi & Brener, 1987; Austin, et al., 1999; Campos et al., 2014). Isto
implica na necessidade de identificar novos compostos com acao antiparasitaria.

As plantas tém sido estudadas para uso no combate aos causadores de
diversas doencas por possuirem uma grande quantidade de substancias em sua
composicdo, 0 que as tornam capazes de atingir uma gama maior de agentes

patogénicos (Grayer & Kokubun, 2001).

1.4. Ricinus communis L.

As plantas competem por espaco e se defendem do ataque de herbivoros e
patégenos, para sobreviver e evoluir. Ao logo dos milhdes de anos, elas foram
desenvolvendo suas proprias defesas quimicas (Grayer & Kokubun, 2001). Por essa
e outras razdes, a constituicdo quimica das plantas é tdo complexa, e é o porqué de
muitas plantas sintetizarem substancias para atuar em alvos moleculares especificos
de seus predadores. Estas substancias podem ser extraidas da casca, do caule, das
folhas e dos frutos de diversas plantas (Pichersky & Gershenzon, 2002).

O sistema imune inato da planta constitui o primeiro mecanismo para a luta
contra 0s agentes patogénicos que a invadem (Ferreira & Pinto et al., 2010).
Compostos como metabdlitos secundarios, peptideos antimicrobianos (PAM’s), entre
outros desempenham um papel-chave na defesa contra microrganismos, utilizando
diversos modos de acdo (Broekaert et al., 1995; Garcia-Olmedo et al., 1995; Ng,
2004).

Alguns estudos ja foram realizados utilizando plantas variadas com o objetivo
de analisar os efeitos parasiticidas de proteinas e peptideos. Nascimento (2004)
relatou que o peptideo Rc-Knotin, extraido de sementes de Ricinus communis L.
(mamona), inibe a atividade enzimatica da a-amilase salivar e da a-amilase de insetos
Zabrotes subfasciatus e Callosobruchus maculatus. J& Lelis (2012) mostrou os efeitos
dos extratos obtidos de Ottonia frutescens e Trigynaea oblongifolia que inibiram a
ovoposicdo de fémeas do mosquito Aedes aegypti. Em 2015, Silva relatou o uso da
torta de Ricinus communis L. como inibidor de protease (RcTI) agindo no controle
tanto da germinacdo do fungo fitopatogénico C. gloeosporioides quanto no
desenvolvimento larval de A. aegypti. Também, em Rondon 2011, testou fracdes de
Aloe vera, Coriandrum sativum e Ricinus communis L. em etil acetato, cloroféormio e

metanol contra Leishmania. A fraccdo de acetato de etilo de R. communis apresentou
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os melhores resultados. Esta fracdo foi altamente eficaz contra promastigotas de L.
Infantum e amastigotas.

Como descrito anteriormente, Ricinus communis L. tem sido uma espécie de
planta explorada em estudos que utilizam suas propriedades contra agentes ou
vetores causadores de doencas. No processamento das sementes (figura 6) da
mamona é extraido o 6leo, cujo teor varia entre 45% e 50% (Berman, 2011; Freitas,
2011). Neste processo, outro produto € gerado: a torta. Este co-produto € rico em
proteinas com propriedades alergénicas e toxicas em sua estrutura, o que torna esta
planta resistente as pragas (Lima, 2011).

Nas sementes e no pdélen, encontra-se um grupo de glicoproteinas denominado
complexo CB-1A - Castor-bean allergen, uma mistura de proteinas de massa
molecular de 10 e 18 kDa que apresenta propriedades alergénicas, sendo
pertencentes a familia das albuminas 2S, que é o principal grupo de proteinas de
reserva presente nas dicotiledéneas (Youle & Huang, 1978). A ricinina, que € um
alcaléide volatil, tem maior concentragdo no tegumento (257,6 mg/kg a 431,2 mg/kg)
do que no endosperma (30,8 mg/kg a 77,1 mg/kg) da semente. Isto indica que a
ricinina é importante na defesa quimica contra predadores de sementes, embora
apresente baixa atividade toxica e esteja pouco concentrado na torta. Sendo
sintetizado em maior quantidade em situacbes como danos mecanicos ou alta
temperatura (Carvalho, 1978; Moshkin 1986; Beltrdo & Lima, 2007). A proteina ricina
gue é altamente toxica, foi classificada como uma proteina inativadora de ribossomos
(RIP) do tipo 2 (Thomas & LI Steven,1980; Olsnes, 2004; Lorenzi et al., 2011). Além
destes compostos, peptideos protetores estdo sendo citados e identificados
(Nascimento, 2002; Ovenden et al., 2009; Boldbaatar et al., 2015).

Figura 6 - Sementes de Ricinus communis L. (mamona), cultivar IAC-226.
(Disponivel em: https://acasatorta.wordpress.com/2008/08/06/ricina/ acesso em:
29/06/2016).
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1.5. Peptideos antimicrobianos (PAM’s) e Ciclotideos

Os peptideos antimicrobianos apresentam uma variedade de funcées como:
funcdo estrutural (Saadi et al., 2021), de reserva energética (Suyetin et al., 2021),
transporte (Cross et al.,, 2021), enzimética (Rathnayake et al., 2021), hormonal
(Albrechtsen & Rehfeld, 2021) e na defesa dos organismos contraorganismos
invasores (fungos, bactérias, parasitos ou virus) como é o caso dos PAM’s (Martell et
al., 2021, Saiqgali et al., 2021).

Peptideos antimicrobianos (PAM’s) tém sido amplamente estudados por sua
acao como agentes alternativos aos antibidticos convencionais, em uma tentativa de
abordar a ameaca de patdégenos multirresistentes (Ashby et al.,, 2017). Estas
moléculas sdo conhecidas por sua versatilidade (Capecchi et al., 2020). As variacfes
nas sequéncias de aminoacidos levam a elevadas mudancas nas caracteristicas
estruturais e fisico-quimicas, que podem ser vistas em suas atividades biologicas. Os
PAM’s sdo conhecidos por atuarem por meio de multiplos mecanismos de acéo,
dificultando a aquisicéo de resisténcia por microrganismos (Lazar et al., 2018).

Grande parte dos PAM's atua afetando a integridade da membrana dos
microrganismos, causando desestabilizacdo, seguida pela insercdo do peptideo na
bicamada lipidica. Existem, também, alguns PAM’s que tendem a se reunir e formar
poros ou despolarizar a membrana. Eles tém sido relatados como ativos contra todos
os tipos de microrganismos, incluindo patdgenos protozoarios; enquanto outros,
atuam em alvos internos ou por modulagdo do sistema imunolégico do hospedeiro
(Sabia Junior et al., 2019).

Existe um grupo de peptideos bacterianos (PAM’s) que € considerado especial:
os ciclotideos. Estes compdem uma classe de peptideos que possuem uma cadeia
fechada e se difere das demais pela conformacéo circular diferente de outras
estruturas de peptideos que sao lineares (Malagon et al., 2013; Neves, 2018). Estes
peptideos ciclicos sdo sintetizados a partir de reacdes de ciclizacdo cabeca-cauda
(ciclizac&o da espinha dorsal), que elimina os grupos amina N-terminal e C-terminal
gue sédo altamente polares (Hill, T. A. et al., 2014).

Os ciclotideos sao proteinas ciclicas codificadas por genes e produzidas pelo

ribossomo. Sua biossintese € considerada um processo de varias etapas que
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envolvem enzimas para traducao, isomerizacéo de dissulfeto, transporte, clivagem e
finalmente a ciclizacdo. As proteinas precursoras de ciclotideo contém predominios
que irdo direcionar organelas que contenham sequéncias necessarias para ciclizagéo,
além de um ou mais dominios que constituem o produto ciclico final (Shafe et al.,
2015).

Sabe-se que eles sdo codificados por genes expressos como proteinas
precursoras e processados pos-traducao para produzir uma estrutura ciclica, sendo
considerados a maior familia de proteinas circulares, com mais de 250 sequéncias
relatadas (Craik & Malik, 2013)

O primeiro ciclotideo descrito, no inicio da década de 1960, por um médico
noruegués, foi o Kalata B1, isolado de planta Oldenlandia affinis, cujo nome popular é
popular Kalata kalata (Gran,1973). Uma tribo de codinome Lulula utilizava o extrato
aguoso dessa planta com o intuito de facilitar o parto, pois esse cha possui
caracteristicas uterotonicas (Jennings, 2001).

Outro grupo de peptideos ciclicos sdo os Knottins que fazem parte da
superfamilia de peptideos ricos em cisteina (CRPs), compartilhando o motif Cisteina-
knot ou no de cisteina, portanto, assemelhando-se a outras familias como defensinas,
heveinas e ciclotideos (Molesini, B. et al., 2017). Tendo sua estrutura identificada por
cristalografia de carboxipeptidios isolados de batata, mostrando seu motif com 39 aa
e 6 residuos de cisteina, formando 3 pontes dissulfetos interligados (Rees, D. C. &
Lipscomb, W. N., 1982).

Knottins possuem atividade antimicrobiana contra bactérias, fungos, virus e
atividade inseticida (Aboye, T. L. et. al., 2015; Goransson, U. et al., 2012; Gustafson,
K. R. et al., 1994; Jennings, C. V. et al.,, 2005). Sua atividade antimicrobiana foi
atribuida a acdo de componentes funcionais do plasma membrana, levando a
alteracdes de lipidios, fluxo de ions e exposicéo carga (Goransson, U. et al., 2012). O
acumulo desses peptideos na superficie da membrana resulta no enfraquecimento da
membrana do patdogeno (Burman, R. et al., 2011), resultando em perfuragdes
transitorias e toroidais (Goransson, U. et al., 2012).

Peptideos ciclicos encontrados na natureza ja tem sido usados na clinica, pois
oferecem uma variedade de usos terapéuticos como antimicrobiano, antifingico, anti-
inflamatorio, anticancerigeno, antiviral, antidiabético e antimalarico (Huan, Y. et al.,
2020; Chan-Zapata, I. et al., 2019; Xie, M. et al., 2020; Fernandez de Ullivarri, M. et
al., 2020; Yan, J. et al., 2019; Benitez, 2010; Oliveira, et al. 2009; Medeiros, 2011,
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Chowdhury, S. M. et al., 2020; Wang, K et al. 2020; Sweeney-Jones, A. M. et al.,
2020). Alguns exemplos destes peptideos sédo, gramicidina e tirocidina que com
atividade bactericida, ciclosporina A com atividade imunossupressora e a vancomicina
com atividade antibacteriana (Loffet, A. 2002).

Os principais mecanismos de acao dos peptideos antimicrobianos naturais e
sintéticos envolvem a interacdo com a membrana celular, perturbando a integridade
da membrana e induzindo lise celular osmotica ou modificando a fluidez da membrana
e prejudicando a atividade das proteinas ligadas a membrana.

Um outro mecanismo de acdo dos PAM’s esta relacionado a sua translocacao
para dentro da célula e interacdo com alvos intracelulares, causando colapso das vias

metabolicas e bioenergéticas.

A partir de todos os pontos apresentados anteriormente, houve o interesse do
Nosso grupo em investigar as fracdes de mamona (Ricinus communis L.). Segundo
Souza-Galossi 2018, em um estudo preliminar, a fracdo proteica de baixo massa
molecular (MM < 10 kDA) de sementes de Ricinus communis L., inibiu o
desenvolvimento dos parasitos T. cruzi e T. gondii em 50% no meio intracelular e
extracelular. Neste trabalho, os componentes da fracdo de baixa Massa molecular,
foram isolados e seus efeitos sobre T. gondii e T. cruzi foram testados. A elucidagéo
da estrutura desses compostos e 0 seu mecanismo de acdo, podera contribuir ao

combate desses parasitos.

2. Objetivo Geral

Analisar 0 uso de peptideos (presentes na fracdo de baixa massa molecular),
extraidos e isolados das sementes de mamona (Ricinus communis L.), contra

parasitos (Trypanosoma cruzi e Toxoplasma gondii).

2.1. Objetivos Especificos:

e Extrair e purificar a fracdo de baixa massa molecular (>10kDa) de Ricinus
communis L.;

e Isolar os peptideos presentes na fracdo de baixa massa molecular;
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e Testar o efeito dos peptideos presentes na fragdo de baixa massa molecular
sobre os parasitos;

e Avaliar por microscopia Optica as mudangas na quantidade de parasitos no
meio de cultura e/ou interior das células hospedeiras, apds tratamento com 0s
peptideos, com relacao ao controle;

e Observar através microscopia eletrénica de transmissao as alteracdes
morfoldgicas nos parasitos apds tratamento com os peptideos;

e Caracterizar os peptideos antiprotozoarios quanto a sua estrutura quimica.

3. Material e Métodos

3.1. Obtencéao das sementes

As sementes de Ricinus communis L. foram fornecidas pela “Empresa

Brasileira de Pesquisa e Agricultura (Embrapa)” — Campinas, S&o Paulo.

3.2. Extracédo de peptideos da semente de Ricinus communis L.

A fracdo de baixa massa molecular (FBMM >10kDa) da semente de mamona
foi extraida de acordo com a metodologia descrita por Craik et. al. (2012), com
algumas adaptacdes. As sementes de mamona (200 gramas) foram descascadas e
maceradas. A massa resultante, foi adicionado metanol até cobrir toda a massa. O
mesmo volume de diclorometano foi adicionado e deixado sob agitacdo por 12 horas
em temperatura ambiente. O homogenato foi filtrado para remocédo de detritos e
adicionado um pouco de agua para separar a parte proteica da fase oleosa presente
na semente. Para otimizar essa separacao de fases, fizemos uma centrifugacéo e
concentramos a parte proteica recolhida, utilizando uma centrifuga a vacuo (Speed-

Vac, Savant — Modelo SC1110). O volume final foi armazenado em geladeira a 4° C.

3.3. Cromatografia de exclusdo molecular
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O extrato proteico (1 mL) obtido foi submetido a cromatografia de filtragcdo em
gel utilizando resina Sephadex-G-50 equilibrada em TFA 0,1%. As amostras foram
eluidas com TFA 0,1% utilizando um fluxo de 1,0 mL/min e fragdes de 1,0 mL foram
coletadas e monitoradas a 220 nm.

A fracdo de baixa massa molecular (FBMM > 10kDa) foi submetida a uma nova
cromatografia de filtracdo em gel, utilizando resina Sephadex-G-10 equilibrada em
TFA 0,1%. As amostras foram eluidas com TFA 0,1% utilizando um fluxo de 1,0

mL/min, monitoradas a 220 nm.

3.4. Cromatografia de fase reversa utilizando sistema de alta eficiéncia
(HPLC)

A fracdo de baixa massa molecular (FBMM >10kDa), de maior interesse neste
projeto, foi submetida a um novo processo de purificacdo através de uma
cromatografia liquida de fase reversa (coluna C18) com fase moével A (H20+ TFA
0,1%) e fase movel B (H20+ TFA 0,1% + ACN 80%). Os peptideos isolados foram
secos em centrifuga a vacuo (Speed-Vac, Savant — Modelo SC1110) e armazenados
para analises futuras. Durante a eluicdo empregamos o gradiente descrito abaixo.

Tempo (min.) Concentracao de B (%)

0.01 0

10.00 0

25.00 15

50.00 100

52.00 100

55.00 0

60.00 Interrupcao
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3.5. Dosagem de proteinas

A determinacdo da concentracdo de proteinas das amostras foi feita pelo
método de BCA - Acido Bicinconinico (Smith et al., 1985), sendo utilizada a BSA
(albumina sérica bovina) como padrdo. As leituras foram realizadas em um

espectrofotometro modelo UV-VIS Spectrophotometer Shimadzu, a A595nm.

3.6. Caracterizacdo da amostra

A FBMM foi submetida & analise por Tricina-SDS-PAGE conforme descrito por
Schagger & Von Jagow (1987). As amostras (30 pg por raia) foram solubilizadas em
tampéao de amostra (200 mM Tris-HCI, pH 6,8; 16% de dodecil sulfato de sédio (SDS),
0,04% coomassie Blue G, 48% glicerol e 8% de (B-mercaptoetanol) e aplicadas em
mini-slab gel Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, EUA). Estes géis foram
submetidos 32 V por cerca de 12 horas e a seguir 200V até o final da corrida. Os
peptideos foram corados durante 1 hora com Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma-
Aldrich). As bandas de peptideos no gel foram visualizadas por descoloracao usando
uma solucédo contendo 10% de acido acético. Marcadores de massa molecular, 1-24

kDa, BIO-Rad foram usados como padrbes

3.7. Obtencédo das células e parasitos

As células LLC-MK2 e parasitos foram obtidos de culturas presentes no
Laborat6rio de Biologia Celular e Tecidual (LBCT) em colaboragéo com o Prof. Edésio

José Tenorio de Melo e com o Prof. Sérgio Henrique Seabra.

3.7.1. Manutencéao das células hospedeiras (LLC-MK2)

As células LLC-MK2 (epitélio renal de Macaca Mulata, macaco Rhesus) foram
mantidas em frascos de cultura estéril de 25 cm2 contendo meio RPMI 1640 (meio de
Eagle modificado de Dulbecco, Sigma) suplementado com 5% de FBS (soro fetal
bovino, Sigma) e estreptomicina (1 pg / ml). As garrafas foram armazenadas a 37 ° C

em 5% de CO2 e 0 meio de cultura foi alterado a cada 48 horas. O ensaio de
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viabilidade celular foi realizado em culturas subconfluentes usando placas de cultura

de 96 pocos (SPL Life Sciences).

3.7.2. Manutencgéo de Toxoplasma gondii

Antes da infeccdo, as células hospedeiras foram quantificadas quando se
aproximaram da semi-confluéncia. Os parasitos libertados foram centrifugados a
324xg durante 10 min. Uma aliquota de 10 microlitros foi diluida em 90 microlitros de
liguido de contagem (75% de liquido de contagem e PBS a 25%) e uma aliquota de
10 microlitros foi quantificada a partir da camara de Neubauer. Apés as quantificagdes,
foi feita uma interacdo de 10 parasitos por célula. Apos 48 h, os parasitos foram
liberados no meio de cultura. Entdo todo o processo foi repetido para infeccdo de

células novas.

3.7.3. Manutencao de Trypanossoma cruzi (epimastigota)

Os epimastigotas de T. cruzi (cepa DM28) foram cultivados em frascos de
cultura de 25 cm2 (SPL Life Sciences) em 5 mL do meio de cultura de triptose de
infusdo hepética (LIT) suplementado com 10% de soro fetal bovino, (FBS - Gibco) e
4% de hemine a 28 ° C. As passagens de cultura foram realizadas a cada 4 ou 5 dias,
passando 1 mL de parasitos, ainda em crescimento exponencial da populacédo, em
um novo tubo ao qual foi adicionado meio de cultura fresco atingindo 5 mL
(Alexandrino et al., 2016).

3.7.4. Manutengdo Trypanossoma cruzi intracelular (aquisicdo de
tripomastigota)

Os epimastigotas foram climatizados a 37 ©° C em meio RPMI 1680 durante 3
dias e depois utilizados para infectar células hospedeiras LLC-MK2, em um processo
semelhante ao descrito acima para T. gondii. ApoOs sete dias, 0s tripomastigotas foram
liberados no meio de cultura e coletados para ensaios de citotoxicidade.
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3.8. Ensaios antiparasitarios

Para realizar o ensaio, as culturas celulares ndo infectadas em monocamada
foram lavadas trés vezes com 3 mL de PBS (solugéo salina tamponada com uma
concentragéo de fosfato de sodio de NaCl 200 mM e 150 mM, pH 7,1) e tratada com
tripsina, sendo assim suspensa. Esta suspensédo foi dividida em uma placa de 24
pocos, a uma taxa de 3,0 x 10* células por poco e armazenadas durante 24 h. Apés
este periodo, as células ndo infectadas foram incubadas com a FBMM. A outra parte
destas células, foram infectadas com taquizoitos de T. gondii a uma taxa de 5:1
(parasitos: células hospedeiras) e cultivadas durante mais 24 h; ap6s esse periodo
também incubadas com a FBMM.

Os tripomastigotas de T. cruzi foram lavados trés vezes com 3 mL de PBS
(solucédo salina tamponada com uma concentracdo de fosfato de sodio de NaCl 200
mM e 150 mM, pH 7,1), divididos em uma placa de 96 pocos, a uma taxa de 1,6 x10°
parasitos por poco e incubadas com as proteinas.

Para incubacéo, a fracdo de baixa massa molecular (FBMM >10kDa), obtida
por cromatografia de filtracdo em gel, foi diluida em meio de cultura e esterilizada em
um filtro de poro de 0,22 nm. Em seguida, o filtrado foi incubado nas células nédo
infectadas ou infectadas e nos parasitos extracelulares, em triplicata, nas
concentracdes de 1, 5, 10, 15, 20, 50 e 100 pg/mL durante 24 e 48 horas.

3.9. Avaliacdo morfologica e quantificagcdo por microscopia Optica

ApOs os tratamentos, as células hospedeiras néo infectadas e infectadas com
T. gondii foram lavadas trés vezes com PBS, fixadas durante 5 minutos na solugéo de
Bouin e lavadas quatro vezes com PBS para realizar analises morfolégicas e
quantificacdo. Em seguida, as células foram coradas com solucdo de Giemsa (10%,
v/ v) atemperatura ambiente durante 6 horas. As laminulas contendo as células foram
desidratadas em uma mistura de acetona-xilol e colocadas em laminas histologicas.
Todas as preparagdes foram examinadas sob um microscépio Optico (Zeiss Axioinvert
135) equipado com um objetivo de 20 e 40 x. As imagens foram obtidas com um DP72
Olympikus camera com a analise de software (Cell * F) (Melo et al., 2011). O mesmo

processo descrito acima foi utilizado para T. cruzi extracelular.
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3.10. Avaliacéo ultra-estrutural por microscopia eletrénica de transmisséo

Para andlise ultra-estrutural, células ndo infectadas (3,0 x 10%) ou células
hospedeiras infectadas com T. gondii (5:1 (parasitos: células hospedeiras)) e
tripomastigotas (1,6 x 108) foram tratadas com fracdo de baixa Massa molecular
(FBMM) a 15 pg/mL durante 24 horas. Em seguida, as culturas foram centrifugadas
durante 10 minutos a 906xg, lavadas com PBS durante mais 10 minutos e re-
centrifugadas a 906xg. A fixacao foi realizada utilizando 4% de formaldeido, 1% de
glutaraldeido, tampéao de cacodilato de sédio 0,2 M, 1,5 mL de agua destilada e 5%
de sacarose durante 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas durante 10 minutos a 906xg e lavadas com uma solucdo 0,1 M de
tampéo de cacodilato de sédio. O sedimento resultante foi pos-fixado com 2% de
tetroxido de 6smio e 0,8% de ferrocianeto de potassio durante 1,5 hora a temperatura
ambiente e no escuro. As amostras poés-tratadas foram lavadas em tampao de
cacodilato de sddio, centrifugadas duas vezes e desidratadas em uma série em
crescimento de acetona (30%, 50%, 70% e 90%). Apos a desidratacdo, as amostras
foram incubadas numa solucao de 100% de acetona (composto puro) durante 6 horas.
Em seguida, os materiais foram polimerizados num forno a 60 ° C durante 48 horas.
Seccdes ultrafinas foram obtidas utilizando ultramicr6tomos Reichert Ultracuts Leica
Instruments, que foram contrastados com acetato de uranil aquoso a 5% durante 20
minutos e citrato de chumbo no escuro por 5 minutos. Os materiais foram observados
e fotografados com um microscépio eletrénico de transmissao JEOL 1400 Plus com

uma tenséo de aceleracdo de 80 kV.

3.11. Caracterizagdo de componentes da FBMM - Determinagédo da estrutura
primaria por sequenciamento N-terminal

Estudos preliminares demonstraram a dificuldade de elucidacdo da estrutura
primaria do principal componente da fragdo de baixa massa molecular (FBMM >
10kDa) com acao anti-protozoaria. Por isto, antes do sequenciamento, a proteina de
interesse foi tradada com ureia 6M a 37°C por duas horas para desnaturagédo. A

sequir, foi tratada com DTT 100 mM para reducédo das pontes de enxofre, a 37° C por
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duas horas e foi incubada com iodoacetamida 100 mM para alquilacdo dos residuos
de cisteina (por 2h a 37° C). A amostra desnaturada, reduzida e alquilada foi
submetida a clivagem enzimatica pelas enzimas tripsina, Endo-glutamase e N-
aspartase.

Os peptideos foram submetidos diretamente ao sequenciamento N-terminal,
metodologia de Edman, usando o sequenciador de PPSQ-33, Shimadzu ou por

espectrometria de massas.

3.12. Caracterizacdo de componentes da FBMM - Espectrometria de massas

Uma aliquota contendo 5 pg da amostra (pool de peptideos) seca, em
centrifuga a vacuo (Speed-Vac, Savant — Modelo SC1110), foi suspensa em 10 pL de
agua grau de pureza EM (Tédia). Logo apds, a amostra foi, resumidamente, Reduzida
(adicdo de 30 uL da solucdo de DTT a 10 mM incubando por 30 minutos no
Thermomixer a 25 °C sob agitacdo de 5 em 5 minutos), Alquilada (adicdo de 30 uL
da solucéo de IAA a 50 mM incubando por 30 minutos, no escuro, no Thermomixer a
25 °C sob agitacdo de 5 em 5 minutos) e Digerida (adicdo de 20uL de Tripsina
deixando incubado no Thermomixer por 17 horas a 37 °C). O extrato foi concentrado
até 20 uL usando um Speed Vac, dessalinizada por C18 Zip Tip ( Millipore, Billerico ,
MA , EUA), concentrado mais uma vez até 20 ulL e transferido para frascos Total
Recovery ( Waters).

Os peptideos gerados foram separados em Nano Agcquity UPLCa, uma coluna
de fase reversa. A espectrometria de massas foi realizada em espectrometro de
massas Synapt G2-Si HDMS (Waters, Manchester, UK); os espectros adquiridos
foram processados em Software ProteinLynx Global SERVER (PLGS), utilizando
como base de dados Uniprot/Ricinus communis L.. Informacdes adicionais foram

buscadas em software Blast2Go.

3.13. Producéao do peptideo sintético

O peptideo sintético foi sintetizado pela BIOMATIK (EUA) através da sequéncia

de aminoé&cidos que fornecemos. A avaliacdo da homogeneidade deste peptideo foi
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feita por cromatografia de fase reversa C18-HPLC (fase movel A:TFA 0,1% e B: TFA
0,1% + 100% ACN).

3.14. Ensaio antitripanossomal in vitro

Parasitos epimastigotas de T. cruzi (1 x 10°) foram adicionados nos frascos de
cultura contendo LIT suplementado com FBS. Foram adicionados 10 ug/mL dos
compostos ricinina, peptideo purificado, peptideo sintético e fracdo de baixa Massa
molecular e os parasitos foram quantificados a cada 24 h até 96 h de tratamento. A
quantificacdo dos parasitos foi realizada por contagem direta através de um
microscoépio de luz de fase em uma camara de Neubauer em triplicata. Os parasitos
foram tratados também em diferentes concentragdes (1, 5, 10 15 e 20 ug/mL) dos
peptideos purificado e sintético.

Os resultados sdo mostrados como a porcentagem de crescimento do parasito
em diferentes concentracdes dos compostos peptidicos em um periodo de tempo de
tratamento distinto. A porcentagem de crescimento do parasito permite uma
observacéo clara do efeito do tratamento entre o inicio e o final dos momentos de
tratamento. Para calcular a porcentagem de crescimento do parasito o nimero de
parasitos do controle ndo tratado foi ajustado para 100% e os valores dos parasitos
tratados com concentracdes distintas dos compostos foram derivados
proporcionalmente. Por calculos da concentracdo que inibe o crescimento do parasito
em 50% (IC50), a porcentagem de crescimento do parasito foi plotada em fungéo da
concentracdo utilizada dos compostos e uma curva de regressdao nao linear foi
calculada. As analises de regresséo foram realizadas usando o software Sigma Plot
8.0 (Systat Software Inc., Chicago, IL, EUA). Eventualmente, nos tempos de
tratamento mais longos o namero IC50 foi extrapolado com base nas curvas de
regressao calculadas com Sigma Plot 8.0 software (Systat Software Inc., Chicago, IL,
EUA). Os resultados dos calculos de IC50 sdo apresentados como média + SD de trés
réplicas biolégicas independentes.

Para analise da ultraestrutura do parasito, parasitos ndo tratados e tratados
(1,5,10, 15 e 20 pg/mL por 24 h até 96 h) foram fixados por 1 h em uma solucao
contendo 2,5% de glutaraldeido e 4% de formaldeido recentemente preparado em

tampao cacodilato de sodio 0,1 mol L-1, pH 7.4. ApOs esses procedimentos, 0S
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parasitos foram lavados duas vezes com solucéo salina tamponada com fosfato (PBS)
por 10 min e poés-fixada por 1 h no escuro com uma solucéo contendo 1% de tetroxido
de 6smio (OsO4) e 1,6% de ferrocianeto em tampé&o cacodilato de sodio 0,1 M.
Posteriormente, os parasitos foram lavados no mesmo tampao, desidratados em
acetona e incluidos em Epon. Sec¢6es ultrafinas foram corados com acetato de uranila
e citrato de chumbo e observados sob um microscépio eletrénico de transmissao

JEOL 1400 Plus com uma tenséo de aceleracao de 80 kV.

4. Resultados

4.1. Cromatografia de filtracdo em gel

A figura 7 mostra o perfil cromatografico em Sephadex G-50 relativo ao
fracionamento do extrato bruto de proteinas da semente. Trés fracdes proteicas foram
obtidas: Fl, tubos 21 a 44, Fragdo de massa molecular (MM)> 35 kDa, enriquecida em
ricina; Fll, tubos 45 a 65, fracdo 35 >MM> 10 kDa, regido onde se encontram as
albuminas 2S; e FllI, tubos 66 a 85 fracdo de massa molecular <10 kDa, denominada

fracdo de baixa Massa Molecular (FBMM).
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Figura 7- Perfil cromatografico da filtracado em gel empregando a resina Sephadex G-
50, coluna 50x1,0 cm; Eluente TFA 0,1% com fluxo de 1,0 mL por minuto; foram

coletados fracdes de 1,0 mL / tubo. FBMM - fracédo de baixa Massa molecular.

4.2. Gel de eletroforese

A homogeneidade e a massa molecular dos componentes presentes na FBMM,
avaliadas por Tricina-SDS-PAGE sé&o apresentadas na figura 8. O gel foi corado com
Coomasie Blue G, onde uma banda com massa entre 3.5 e 1.4 kDa foi observada,

indicada com uma seta azul.

kDa MW 2SAlb Pep Pep Pep
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14.4
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Figura 8 - SDS-Tricina-PAGE da FBMM. Coloragcdo com Coomassie Brilliant Blue G.
raias: 1, MW, marcador de Massa molecular; 2, Albumina 2S de Ricinus communis L.;
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3, 4 e 5, Peptideos da Fracdo de Baixa Massa molecular (seta), nas concentracdes
de 5, 10 e 15 pg/uL, respectivamente. Todas as amostras foram tratadas com f3

mercaptoetanol.

4.3. Efeitos da FBMM nas células hospedeiras (LLC-MK2) ndo infectadas

Os efeitos da FBMM em células LLC-MK2 foram investigados (figura 9a), como
controle de toxicidade celular, antes das analises desta fracdo em presenca de
protozoarios.

As culturas de células apresentaram morfologia tipica, bem espalhadas com
citoplasmas ndo vacuolados. (figura 9b, A). A FBMM nao provocou alteracdes
celulares, apés 24 h de incubacdo quando concentracdes de 10 e 15 pug/mL foram
empregadas (figura 9b, B e C). As células, entretanto, passaram a apresentar nucleos
condensados e citoplasmas retraidos a 20 ug / mL (figura 9b, D), que se tornaram
mais aparentes a 40 e 50 ug / mL, sob 3 x 10 4 células por poco (figura 9b, Ee F). A
FBMM mostrou-se téxica, eliminando 65% das células, quando foram aplicadas
concentrac6es maiores ou igual a 40 ug/mL por 24 horas e 100% de destruicdo das
células quando estas foram incubadas com FBMM por 48 horas.

As células examinadas por microscopia eletrbnica confirmaram que o
tratamento com 15 pug de FBMM / mL, por 24 h, era realmente seguro para as células
hospedeiras. Ambas as células, ndo tratadas (figura 9c, A) e tratadas (9c, B) a 15 ug
/ mL apresentaram morfologias tipicas e arranjos organelares mantidos, indicando que
essas condi¢des ndo eram téxicas, podendo ser empregadas para teste de agéo anti-

protozoarios intracelulares.
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Figura 9 (a) - Efeito da FBMM sobre células LLC-MK2. Namero médio de células apos
incubacdes com 10, 15, 20, 40, 50 e 100 pg/mL por 24 e 48 h.

36



Figura 9 (b)- Microscopia Optica das células hospedeiras LLC-MK2 tratadas com FBMM

apos 24 h. (A) Células néo-tratadas e (B) células tratadas com 10 mg/mL, (C) 15 mg/mL, (D)
20 mg/mL, (E) 40 mg/mL, e (F) 50 mg/mL. Setas mostram o nucleo (N); “cabecas” de setas
mostram células condensadas.
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Figura 9 (c)- Microscopia eletrénica de transmisséo de células hospedeiras LLC-MK2.
(A) Nao tratadas e (B) tratadas na presenca de 15 ug/mL de FBMM. (N, ndcleos; C,

citoplasma).

4.4. Analise dos efeitos da FBMM sobre as formas extracelulares
tripomastigotas de T. cruzi

Usamos as formas extracelulares de T. cruzi (tripomastigotas) como modelos
para verificar a atividade antiparasitaria do FBMM. Os parasitos ndo tratados
proliferaram regularmente apés 24 h (figura 10a). A incubagédo com 0,1-5 ug / mL de
FBMM reduziu, mais ndo significativamente, os tripomastigotas e 50% desses
parasitos foram eliminados com 10 ug / mL.

As culturas foram examinadas por microscopia O6ptica e eletrdnica de
transmissao para observacado da morfologia dos parasitos tratados. Os parasitos nao
tratados apresentavam morfologia tipica, com nucleos, cinetoplastos, flagelos e
corpos alongados tanto por microscopia 6tica como por microscopia eletrénica (figuras
10b, A e 10c, A). Os parasitos remanescentes apés o tratamento com FBMM a 10 ug
/ mL por 24 h, entretanto, apresentavam corpos condensados e citoplasma vacuolado,

sendo que muitos haviam perdido o flagelo (figura 10b, B).
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O estudo ultraestrutural mostrou que os tripomastigotas tratados apresentavam

organelas de importancia metabdlica como nucleo, cinetoplasto e mitocéndrias,

inchadas, citoplasmas completamente desorganizados e nucleos fragmentados

(figura 10c, B e C).
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Figura 10 (a)- Efeito da FBMM sobre as formas extracelulares tripomastigotas de T.

cruzi. Apresentacdo do numero médio de parasitos apos incubagdes a 0,1 ug/mL; 1

pg/mL; 5 pg/mL e 10 ug/mL durante 24 horas.
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Figura 10 (b)- Microscopia Optica de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. (A)
parasitos nao tratados e (B) parasitos tratados com 10 ug/mL FBMM durante 24 h.

Setas pretas: parasitos viaveis. Setas brancas: parasitos ndo-viaveis.

Figura 10 (c)- Microscopia eletrbnica de transmissédo de tripomastigotas de T. cruzi
tratados com 10 yg/mL FBMM por 24 h. (A) Parasitos nao tratados e (B and C)
parasitos tratados com 10 pyg/mL FBMM por 24 h. N, nucleo; setas brancas,
cinetoplastos; setas pretas, que sado organelas de importancia metabdlica e se

apresentam inchadas.
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4.5. Efeitos da FBMM sobre as células LLC-MK2 infectadas com T. gondii

Usamos T. gondii como modelo parasitario para verificar se o FBMM nas
concentracdes de 5- 15 pg/mL tinham atividade contra os parasitos intracelulares. A
maioria (85%) das células LLC-MK2 néo tratadas estavam infectadas (figura 11a). O
tratamento com 15 pg/mL, por 24 horas, eliminou 11% dos parasitos. As culturas
infectadas incubadas nesta mesma concentracao (15 pg/mL) por 48 h, néo tiveram
suas ceélulas hospedeiras afetadas com o tratamento, mas 0 nimero de parasitos e a
porcentagem de células infectadas foram 49% menores.’

As culturas foram examinadas em microscopia Optica para visualizacdo da
morfologia das células tratadas e dos parasitos. As células néo tratadas e infectadas
apresentaram uma morfologia tipica, com citoplasmas nao vacuolados e de boa
propagacdo contendo rosetas de T. gondii, compativel com o tempo de infecgéo
(figura 11b, A). Menos parasitos intracelulares foram observados, no entanto, para a
incubagdo a 15 yg / mL FBMM por 24 h (figura 11b, B), e muitos dos parasitos
restantes tinham uma morfologia completamente alterada, apds 48 h de incubacgéo
(figura 11b, C — indicados por setas pretas na figura).

As células infectadas foram incubadas com o FBMM a 15 ug / mL por 24 h para
avaliacdo da ultraestrutura dos parasitos eliminados. Os parasitos nao tratados
estavam se desenvolvendo dentro dos vacuolos parasitoforos e apresentavam
caracteristicas morfolégicas tipicas (figura 11c, A). Os taquizoitos, apos o tratamento,
entretanto, estavam completamente desorganizados e continham muitos vacuolos

(figura 11c, B — indicado por setas pretas na figura).
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Figura 11 (a)- Efeito da FBMM em células hospedeiras infectadas com

Toxoplasma gondii. Numero médio de células e parasitos apds incubagbes com 5

pg/mL, 10 yg/mL e 15 pyg/mL por 24 horas. Repetimos a incubagdo com a maior

concentragao (15 pug / mL) por 48 horas.

Figura 11 (b)- Microscopia Optica de Toxoplasma gondii infectando células

hospedeiras LLC-MK2. (A) Cultura infectada nao-tratada (B e C) cultura infectada

tratada com 15 ug/mL de FBMM apéds 24 e 48 horas respectivamente. (P= parasitos).
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Figura 11 (c)- Microscopia eletrbnica de transmissdo de células hospedeiras
infectadas com Toxoplasma gondii. (A) Cultura infectada ndo-tratada e (B) células
tratadas com 15 pyg/mL da FBMM. T, taquizoitos de Toxoplasma gondii; *, vacuolos
parasitéforos de T. gondii completamente degradados — indicados por setas

vermelhas.
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4.6. Isolamento dos componentes presentes na FBMM

Com o objetivo de investigar qual componente presente no FBMM teria efeito
protetor contra infecg&o por T. gondii e contra desenvolvimento do T. cruzi, esta fragao
foi submetida a purificagdo por cromatografia de fase reversa, em sistema HPLC
utilizando coluna C18. A figura 12 mostra o perfil cromatografico referente ao
fracionamento de FBMM, na coluna C18-HPLC. O pico majoritario eluiu com
aproximadamente 15% de ACN, em 15 minutos. Este foi coletado e liofilizado para

posterior analise por sequéncia de proteinas e espectrometria de massa.

{ ABS 220nm |
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Figura 12 - Perfil de cromatografico do fracionamento FBMM (seta vermelha) por
cromatografia de fase reversa - na coluna C18/HPLC - fase mével de eluicdo A: 0,1%
TFA e B: 0,1% TFA + 80% ACN).

4.7. Sequenciamento N-terminal

Nenhuma sequéncia foi obtida quando o peptideo nativo ou desnaturado,
reduzido e alquilado foi submetido ao sequenciamento N-terminal automatico,
indicando que o N-terminal poderia estar bloqueado ou tratar-se de um peptideo
ciclico.
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4.8. Analise de espectrometria de massas

O peptideo desnaturado, reduzido e alquilado com massa molecular de
2443,76 Dalton foi observado por espectrometria de massa. Este peptideo também foi
observado (figura 13 (a) A, B e C) ap0s clivagem enzimatica por Endo-Glu, Endo-Asp
e Tripsina. A presenca de um pico com massa molécula de 2443,76, similar a MM do
peptideo antes de todas as hidrélises enziméticas empregada indica uma possivel
resisténcia deste peptideo a clivagem pelas enzimas utilizadas ou talvez a auséncia
de aminoéacidos glutamico, aspartico ou aminoacido basico nesta sequéncia. O pico
2443,76, por espectrometria de massa, introduzindo as modificacbes empregadas
durante o processo de desnaturacdo, reducdo e alquilacdo apresentou a seguinte
sequéncia “ARCCLVMPVPPFACVKFCSSA”. Para fins de certificacdo de massa
molecular, empregamos o programa Expasy para esta sequéncia peptidica que
apontou valores de ponto isoelétrico= 8.56/ MW= 2229.78Da. Pelos tratamentos
empregados: desnaturacdo, reducao e alquilacdo, os residuos de cisteinas seriam
convertidos em carboximetil cisteina (CMC); portanto, um incremento de 58 Da por
residuo deste aminoacido deve ser computado na massa final do peptideo. Podemos
observar, pela sequéncia obtida por EM h& presenca de 4 residuos de cisteina
totalizando 232 Dalton. Como descrito, a sequéncia N-terminal usando degradacéo
de Edman, ndo logrou éxito, sugerindo um bloqueio no N-terminal ou a natureza ciclica
do peptideo. A literatura ndo descreve bloqueios quando Alanina é residuo N-terminal.
No processo de ciclizagdo, uma molécula de agua (18 Dalton) seria eliminada. Assim,
para célculo da massa molecular do peptideo “ciclico”
‘“ARCCLVMPVPPFACVKFCSSA” identificado pela espectrometria de massas,
reduzido e alquilado, teriamos: 2229.78 (massa do peptideo sem tratamento) + 232
(4 residuos CMC) — 18 (retirada de uma molécula de agua), ou seja, uma massa
molecular de 2243, 78 Da, coincidindo com o valor que foi encontrado por
espectrometria de massas. Podemos verificar que este peptideo contém um residuo
de arginina “R” e um residuo de lisina “K”, normalmente clivados por tripsina. Assim,

trata-se de um peptideo ciclico, resistente a clivagem por tripsina.

44



A 4700 Linear Spec #1 MC[BP = 1921.4, 2430]
1921 8409
1007 24794
Bﬂ_
701
2 2443 7585 MW 2443,76
s
200,099 Endo Glu
10 13731537
462.3108
, | psgees § , .
599.0 1822 2365.4 3248.6 11318 5015.0
Mass (in'z)
B 4700 Linear Spec #1 MC[BP = 2443.7, 1673]
100 2444.0930 .
90
MW 2443,76
80-
701 /
> 601
R
40
30
20
10] | fdam& wuzzn  Endo Glu + Trypsin
599.0 822 7363.4 3248.6 113138 5015.0
Mass (m/'z)
Inear spac = oy
C 4700 Li S #1 MC[BP = 2443.3, 365]
004 p— 2436750 s
90
80 MW 2443,76
704
2 /
£ 50 20797446
© 40
30-
201 2AR05.8305
101 :?33.733:E589m Endo Asp + Trypsin
) W*‘NMMW M. J\l_.. e -
560.0 14822 2365.4 32486 41318 5015.0
Mass {m/z}

Figura 13 (a)- Perfil de isolamento cromatografico do peptideo isolado apoés alquilacéo,
reducédo e clivagem enzimatica na Coluna C18. A) Clivagem com endo-glutamase; B)

clivagem com enzima endo-glutamica + Tripsina; C) Clivagem com enzima endo-
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aspartica + Tripsina. Um pico de massa molecular de 2243, 78 Da ionizou em todos
0s processos de clivagem realizados. Fase movel de eluicdo A: 0,1% TFA e B: 0,1%
TFA + 80% ACN.

O peptideo isolado foi denominado RC-B4. A figura 13 (b, A) mostra a previsao
da estrutura secundaria utilizando o software JPred, onde podemos observar
segmentos de hélice alfa (CCLVM), folhas b (ACVKF) e segmentos desorganizados.
Afigura 13 (b, B) mostra a previs&o da estrutura 3D analisada no portal da web RPBS
empregando o software PEP-FOLD3. Foi estabelecida uma estrutura ciclica, com 21
residuos contendo duas pontes dissulfeto entre os residuos Cys3-Cys14 e Cys 4-Cys-

18, contribuindo para uma resisténcia a clivagem enzimatica.
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Figura 13 (b) — Sequéncia do RC-B4 obtida por espectrometria de massas. (A)
Predicdo da estrutura secundaria onde as setas verdes indicam segmentos de alfa
hélice, os tragos vermelhos as folhas b e o tracejado preto os segmentos
desorganizados. (B) Predicdo da estrutura 3D, onde é possivel observar a disposicéo

das 4 cisteinas conservadas na estrutura.
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4.9. Componente néo proteico presente na FBMM

Por espectrometria de massas, além do peptideo, foi identificado um composto
com massa molecular 164.16, similar ao alcal6ide ricinina, geralmente presente nas
folnas da mamona. Os fragmentos gerados nos estudos por EM confirmaram a
presenca deste alcaloide.

Para isolarmos este alcaloide, o peptideo obtido por C18-HPLC foi submetido
a cromatografia de filtracdo em gel, em Sephadex G-10. O cromatograma obtido é
apresentado na Figura 14a.

Com o mesmo propdsito, eliminar a ricinina, a FBMM foi repurificada por
cromatografia de fase reversa, C18-HPLC. O peptideo eluiu com aproximadamente

80% de ACN, em 34 minutos. O perfil obtido é apresentado na figura 14b.

0,8 -

Ricinina

0,7 -
0,6 -
0,5 1

0,4 -

ABS 280 nm

**1  Peptideo

%21 RC-B4

0,1 -

0 T T T T 1
10 15 20 25

Fracoes

Figura 14 (a)- Perfil cromatogréfico da filtracdo em gel - (Sephadex G-10) - (Coluna 30x1,0
cm) - (eluicdo de TFA 0,1%) - (Frac&o de 1,0 mL / tubo (fragdo de Massa molecular baixo-
FBMM)).

48



Time !g g Inten m!l E!_E !ress |EHH rl!'
Abs 220 nm ' ' '
1.750

1.500
1.250
Ricinina

1.000

0.750

0.600 \

Peptideo
0.500

0.250

Figura 14 (b)- Perfil cromatografico de isolamento da ricinina e dos peptideos da
FBMM - coluna C18 - (eluicdo fase movel A:TFA 0,1% e B: TFA 0,1% + 80% ACN).

4.10. Ensaios de toxicidade com o peptideo isolado e com aricinina

Realizamos o teste de citotoxidade com o0s epimastigotas de T. cruzi
empregando o peptideo natural e a ricinina na concentracdo de 10 pg/mL para
confirmar se a toxicidade observada sob os parasitos vinha dos peptideos ou da
ricinina que estava contaminando a FBMM. Na figura 15, tracejado em amarelo,
podemos observar que a ricinina potencializou o crescimento dos parasitos. A mistura
contendo peptideo mais ricinina, tracejado azul, também foi favoravel ao crescimento
do protozoario. No entanto, a FBMM (linha roxa) e o peptideo nativo purificado (linha
verde) reduziram, de maneira significativa, a proliferagcao do parasito.

Para certificar estes dados, um peptideo sintético produzido a partir da
sequéncia determinada por espectrometria de massas foi empregado. Podemos

observar (figura 15), tracejado vermelho, que este peptideo reduziu a taxa de
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crescimento do parasito apos 24 horas de tratamento e a mesma foi praticamente

nula, apés 96 horas de incubacéo.
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Figura 15 — Efeito do peptideo sintético (A), ricinina + peptideo purificado (B); ricinina
(C), peptideo purificado (D) e Fracédo de baixa Massa Molecular (FBMM (E)) contra a
forma epimastigotas de Trypanosoma cruzi, utilizando a concentracdo de 10 pg/mL
de cada composto por 96h.

Realizamos os testes (figuras 16 a e 16 b) para obter as informacdes a respeito
do IC50 do peptideo sintético e peptideo purificado (natural) e a partir desses dados
constatar a eficiéncia destes peptideos em retardar o desenvolvimento dos parasitos
em 50%. Para o peptideo sintético, obtivemos o IC50 de 11,8 ug/mL em 48h, 13,21
ug/mL em 72h e 10,52 ug/mL em 96h. J& para o peptideo purificado, obtivemos o IC50
de 12,12 pg/mL em 48h, 16,2 ug/mL em 72h e 20,87 ug/mL em 96h.
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Figura 16 (a) — Peptideo sintético (A) 50% de concentracdes inibitdrias (IC50) da forma

epimastigota DM28C cultivada de T. cruzi (em 1, 5, 10, 15 e 20 pg/mL).
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Figura 16 (b) — Peptideo purificado (D) concentracdes inibitérias de 50% (IC50) da
forma epimastigota DM28C cultivada de T. cruzi (em 1, 5, 10, 15 e 20 pg/mL).

5. Discusséo

Drogas antiprotozoarias como nifurtimox, benznidazol, sulfadiazina,
pirimetamina e folinato de calcio sdo exemplos defarmacos usadas para limitar a
mortalidade associada a toxoplasmose e doenca de Chagas. Os parasitos que
causam essas doencas, no entanto, tornaram-se resistentes aos medicamentos
usados para combaté-las (Jackson et al. 2010, APT, 2010; Holmes et al. 2011). A
identificacdo de novos compostos com acdo antiparasitaria €, portanto, necessaria.
Pereira et al. 2017 revisou a aplicabilidade de produtos a base de plantas no
tratamento de infec¢cbes por T. cruzi e Trypanosoma brucei e listou metabdlitos
secundarios identificados por triagem fitoquimica por cromatografia e/ou
espectrometria de massa. A triagem fitoquimica completa e os ensaios de toxicidade

foram relatados em apenas 15 (22,73%) e 32 (48,49%) estudos, respectivamente
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(Pereira, R., et al. 2017). Descreveremos, agora, o efeito de uma fracédo polipeptidica
em T. cruzi e T. gondii.

O FBMM, uma fracdo polipeptidica de sementes de mamona, reduziu a
porcentagem de taquizoitos intracelulares de T. gondii na concentracdo de 15 pg/mL,
reduzindo a infec¢cdo em 11%, em 24 h e em 49%, em 48 h (figura 9b, B e C). Nenhuma
toxicidade da célula hospedeira foi observada nesta concentragéo (figura 7b, C). Um
estudo semelhante testou um extrato de Jatropha curcas (JcCE) (Soares et al. 2015).
Esses autores relataram que culturas de células infectadas por T. gondii e incubadas
por 24 h com o extrato de JcCE nas concentracdes de 0,1, 0,5, 1,5 e 3,0 mg/mL
diminuiram as porcentagens de parasitos para 73,5, 66,6, 56,5 e 18,0%,
respectivamente, em relacdo a um controle. A concentragdo de FBMM usada contra
T. gondii, em nosso estudo, foi, significativamente, menor que a de JcCE.

A FBMM induziu toxicidade para uma das formas de T. cruzi. A porcentagem
de tripomastigotas no meio extracelular em uma concentracdo de FBMM de 10 pg/mL
foi reduzida em 50% em 24 h (figura 8a). A fracdo proteica alterou a estrutura dos
parasitos, levando & morte (figura 8b, B e 8c, B e C). Alexandrino et al. 2016 testaram
os efeitos de extratos foliares de Palicourea marcgravii, Palicourea rudgeoides e
Peperomia tetraphylla em &gua, alcool butilico, metanol e diclorometano em
epimastigotas de T. cruzi. Varias concentragfes do extrato aquoso (25-400 pg/mL)
contendo todas as substancias vegetais ndo inibiram o parasito de forma mais
eficiente. Um extrato de alcool butilico foi o melhor inibidor, atingindo 100% de
eliminacdo em 400 ug/mL do extrato de P. marcgravii e em 100, 200 e 400 pg/mL do
extrato de P. rudgeoides. Nosso estudo verificou que o FBMM teve grande efeito sobre
0s parasitos em concentracdes bem inferiores as utilizadas por Alexandrino et al.
2016.

Peptideos ciclicos, devido a sua rigidez conformacional, possuem varias
propriedades benéficas quando comparados a peptideos lineares. A ciclizagédo reduz
a polaridade do composto, o que aumenta a permeabilidade da membrana celular
auxiliando na absorcdo passiva no trato gastrointestinal; confere rigidez ao peptideo
aumentando a afinidade de ligacdo e a seletividade para a molécula alvo e aumenta
a estabilidade da molécula, limitando sua degradacao por hidrélise enzimatica (Hill, T.
A. etal.,, 2014; White, C. J. & Yudin, A. K., 2011; Adessi, C. & Soto, C., 2002; Shin, M.
K. et al. 2018).
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Durante nossas analises, o peptideo purificado, da fracdo de baixa massa
molecular (FBMM > 10 kDa), foi identificado como um peptideo ciclico apresentando
a sequéncia ARCCLVMPVPPFACVKFCSSA, a qual denominamos de RC-B4, sendo
semelhante ao RC-B1 um peptideo bioativo com atividade antibacteriana, antifingica,
estavel isolado de Ricinus communis L.. Boldbaatar et al., 2015 sintetizaram RC-B1 e
determinaram sua estrutura 3D por RMN. A e.

Fizemos testes utilizando os peptideos (RC-B4) purificado e sintético, onde foi
possivel observar que o efeito de inibicdo do desenvolvimento dos parasitos, com
ambos os peptideos, foi muito semelhante.

O farmaco Beznidazol usado para o tratamento da doenca de Chagas
apresenta um IC50 variando de 2,79 uM a 208,18 uM, quando testado em diferentes
cepas da forma epimastigota de T. cruzi (Vela, A. et al. 2021). Segundo Moreira, F. F.
et al.,, 2021 o medicamento benznidazol apresenta valor de IC50 na faixa 15,8 uM
apos 72 h de tratamento para epimastigotas da cepa Maracay. Ja 0 composto
peptidico que utilizamos, em sua forma natural, apresentou o IC50 de 12,12 ug/mL a
20,87 ug/mL e em sua forma sintética IC50 de 11,8 pg/mL a 10,52 pg/mL, quando
testado sob a cepa DM28C da forma epimastigota de T. cruzi. Constatamos, que ha
uma compatibilidade da concentracédo utilizada para matar 50% dos parasitos entre a
droga ja utilizada clinicamente e o composto peptidico alvo de nossos estudos. Sendo
promissor continuar nossas investigacdes sobre este peptideo e seu mecanismo de
acdo sobre os modelos parasitarios descritos, tanto para ser utilizado como um novo
farmaco sozinho como em terapias combinatérias.

Existem estudos utilizando peptideos em terapias combinatérias que sao
estratégias, que possuem potencial no combate ao desenvolvimento de resisténcia
antimicrobiana, nas quais sdo administrados dois ou mais farmacos que possuam
acao contra o micro-organismo alvo (Cui et al., 2015; Fonseca, F. H. 2020). Desde
quando se iniciou a utilizacdo dos antibiéticos é usada a pratica de associacdo de
farmacos, que além de diminuir o surgimento de mecanismos de resisténcia por parte
dos micro-organismos, tem a vantagem de permitir a diminuicdo da dose de
administracdo dos farmacos sem alterar da atividade antimicrobiana e, como
consequéncia, promover a reducdo dos efeitos toxicoldgicos dos farmacos (Cui et al.,
2015; Brennan-Krohn & Kirby, 2019). Porém, a associacéo de farmacos pode levar a

efeitos adversos, como aumento da toxicidade ou inativacdo das moléculas por
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transformacdes quimicas. Portanto, € necessario o estudo e avaliagcao preliminares
do tipo de interacéo, seja sinérgica ou antagonica, sendo de extrema importancia na
aplicacéo terapéutica de uma combinacdo de farmacos (Brennan-Krohn & Kirby,
2019).

Poucos estudos sao relatados sobre os efeitos de AMPs em protozoarios e a
maioria deles envolve espécies de Plasmodium, Leishmania, Trypanosoma e
Toxoplasma (Lacerda et al., 2016; Torrent et al., 2012; Pretzel et al., 2013).

Mecanismos de acdo dos peptideos antiprotozodrios naturais e sintéticos
geralmente envolvem a interacdo com a membrana celular. Peptideos ativos na
membrana podem atuar por perturbacdo da integridade da membrana, inducéo de lise
celular osmotica, modificacdo da fluidez das membranas dos protozoarios ou
prejudicando a atividade das proteinas ligadas a membrana. Ainda é descrito outro
mecanismo de acdo onde os AMPs sdo translocados para dentro da célula e
interagem com alvos intracelulares, interferindo nas vias metabdlicas e bioenergéticas
(Torrent et al., 2012; Pretzel et al., 2013).

Existem alguns AMPs que s&o conhecidos por induzir a morte de protozoarios
desencadeando processos autofagicos ou apoptéticos em Leishmania spp.,
Trypanosoma cruzi e Toxoplasma gondii. Porém os AMPs podem interagir com
multiplos alvos, explorando mais de um mecanismo para matar diferentes estagios de
desenvolvimento de uma Unica espécie de protozoario (Pretzel et al., 2013; Adade et
al., 2013).

Nossos resultados indicaram que o FBMM e o0 peptideo
ARCCLVMPVPPFACVKFCSSA, purificado desta fracdo, possuem potencial
antiprotozoario. O emprego do peptideo sintético confirmou estes dados. Acreditamos
que o peptideo esteja agindo em alvos intracelulares do parasito. Concluimos que o
mecanismo de acdo do peptideo ciclico totalmente elucidado, juntamente com a
possibilidade de selecdo ou modificacdo de peptideos para as vias biolégicas alvo
desejadas, pode contribuir para aquisicdo de novas formas de tratamento das
doencas causadas pelos parasitos T. cruzi e T. gondii.
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